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論 文 内 容 要 巳日
脂質の構成成分である脂肪酸.は,細 胞の構造と機能の両面において,ま た栄養物質 としてあら
ゆる生物にとり極めて重要な物質である。.
最近約20年 間にみられる脂質生化学分野での進展はめざましく,特1と分析化学,酵 素学の急
邸 鐸 轡 ついて脂黙 謝騨 の詳細な糊 が謝 られてい・・
脂 助 酵 の 酸 化 につ い て は ・主 要経 路 で あ るβ 一酸 化 と と もに植 物 ・脳,肝 に お け る α一酸 化 ・
微 生 物 およ び動 物 肝1②000×g遠 沈 上 清 画 分 に み られ る ω一 酸 花 の 存 在 が 明 らか に され,ま
た脂 撒 の 生 今卿 こつ いて1まL・ ρ・n・W・kiLP・ ・t・・ら 鉢 り酵 素 レベ ルで の詳 細 な機 働 ≦研
究 され,高 級 不飽 和脂 肪 酸 に つ い て も極 め て多 角 的 な検 討 が 試 み られ て い る現 状 であ るが,こ れ
らの 生 理 的意 義 に 関 して は な お多 くの問 題 が未 解 決 と して 残 され て い る 。
脂 肪 酸 酸 化 の 主要 経 路 で あ るβ 一酸 化 に つ いて はす で に 古 くbenzene核 を 末 端 に有す る脂 肪 酸
を イ ヌ.に投 与 して そ の 代謝 排 泄 物 を 検 討 したK:no6pの 実 験成 績 よ り提 唱.されて い た が,Green,.
Wakn,Lynenら の酵 素 レベ ルで の 詳 細 な 反 応 機 構 の棲 討 に よ り,高 級 飽 和 脂 肪 酸 が!ATP-de-
pendentacylGoAsynthetaseに よ り.acy互qoA.と な り,下 記1)～5)に 至る段 階 を 経 て 代 謝
.され
,ま た 中間 体 と して2一 ≠γ伽3二 重 結 合, .上(+)一3-hydroxy体 を経 ることも明らか にされた 。
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一 方
,天 然 あ る い は近 年 消 費 量 の増 加 しで い る マ ー ガ リ ンそ の他 の 加主 脂 肪 中 に 大量 に存 在 す
る不 飽 和 脂 肪 酸 は,9位,12位 等 に 説3二 重 結 合 を 有 して い るた あ,上 記 の 飽 和 脂 肪 酸 の 代 謝
に つ い て確 立 され て い る酵 素系 の みで は その 分 解 機 構 を 説 明 出 来 ぢ い 。然 るに飽 和 脂 肪 酸 と不 飽
.
和 脂 肪 酸 の酸 化 速 度 を επ 面 ηo,謳 η詑 γ・で 測 定 した 実験 で は,と もに不 飽 和 脂 肪 酸 の 方 が む
しろ速 や か に分 解 され る とい う事 実 が 報 告 され た。 膜透 過性 その 他 の 因子 の 関 与 を 考 慮 して も,
不 飽 和 脂 肪 酸 の 分解 途 上 に はFlg.1-1)に 含 ま れそ いな い何 か能 率 の 良い機構の存在が考え られ た。
Stoffe1ら は 不飽 和 脂 肪 酸 の 酸 化 分 解 に関 与 す る と考 え られる二つ の 酵 素 を ラ ッ ト肝mlto-
chondrlaよ り抽 出,部 分 精 製 を行 った 。`不飽 和脂 肪 酸 が β 一酸 化 を 受 け ると中 間 体 と して3一
・融 体,2一 認8体 の二 通 りが 考 え られ るが,両 者 は それ ぞれ 別 個 の 酵 素反 応 を 受 け,通 常 の β一
酸 化 系 の 中 間体 の形 に変 え られ て か ら代 謝 分解 を受 け る過 程 が 示 され た。 す なわ ち3一 ・魔 体 を
2一 〃 α好 体 にisomerize.す る酵 素 △3『oな 一△2ぜ γα卸EnoylCoAisomeraseお よび2-o`3
体 か らEnbylOoAhydrataseの 作 用 に よ り生 ず るD(一)一3-hydroxy体 と:L(+)一3-hyd-
rb)Ψ 体 に変 換す る酵 素3-Hydroxy .acylCQAepimeraseの 存 在 が 証 明 され た 〔Fig.1-2)
斜 線 で 示 し た部 分 〕。
一 方 ,同 じ頃不 飽 和脂 肪 酸 の酸 化 分 解 に 関 与 す る も う一 つ の機 構 がSinclairに よ り提 唱 され
.た。高 度 不飽 和 脂 肪 酸 に富 む 魚 類 あ るい は 海 洋動 物 を主 食 と して い るEsklmosで は脂 肪 酸 代 謝
産 物 で あ る1ketone体 の 蓄 積 が ほ とん ど観 察 さ れ な い事 実 か ら,彼 は 不 飽 和 脂 肪 酸 の 代謝 分解 は
飽 和 酸 の場 合 と異 な り,ketone体 のprecursoぞ で あ るa鐙tylCoAの 他 にprecursorと な ら
な いprOpionylCoAが 生 ず る機 構 を 考 え た。す な わ ち不 飽 和 脂 肪 酸 の β一酸 化 分 解 途 上 生 ず る
3一 廊3体 か らは γ一酸 化 でpropionylCoAが 生成 す る と考 え た わ け で あ る。 ほ とん ど の天 然 高
度 不 飽和 脂 肪 酸 はo甜 二 重 結合 を1,4-dieneの 形 で 有 して い るた あ この機 構 で 酸 化 が 進 む と







PropionylCoA MethylmalonylCoA一 一 一舞LSuccinylCoA
飽 和 脂 肪 酸 よ り もmoreketogenicで あ る と い う 報 告 も あ り,Dupontら は14C-1inoleate
・(C凪:2△ 拷12)の 代 謝 を ラ ッ ト・を 用 い て 脇 〃初 ・
,臨 凋 〃oで 観 察 し た 結 果,と も にpropio-
nylCoA由 来 のsuccinylCoA:へ 召)14Cの 取 り込 み が14C-palmitate(C16:0)を 基 質 に し た
場 合 に 比 べ て 圧 倒 的 に 高 い 事 実 を 認 め て い る 。 し か し な が ら不 飽 和 脂 肪 酸 の 代 謝 に お け るr一 酸
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化 の 機 構の 詳 細 に つ い て は現 在 の と こ ろ全 く不 明 で あ る。
以上,飽 和 お よ び不 飽 和 脂 肪 酸 の 代 謝 分 解 機構 に つ い て現 在 まで に得 られ て い る知見 の 概要 を ・
述べ たが,筆i者 は微 生 物 を 用 い た 一連 のhydroxy脂 肪 酸 の 代 謝 分解 機構 を 検討 中,不 飽 和脂 肪
.酸の β一 酸 化 過 程 で 上記 の機 構 と全 く別 の反 応 機 構 が 存 在す る こ とを確 認す る こ とが 出来 た 。
先 に奥 井,内 山,水 柿 ら はE.・ 。島,0α 属 認 α等 の微 生 物 を用 い て種 々の 天 然 お よび合成hyd-
roxy脂 肪 酸 の代 謝 を検 討 した 結 果,動 物 組織 で は み られ な い幾 つか の 興 味 あ る知 見 を得 た 。す
な わ ち一 般 の 直 鎖 の飽 和,:不 飽 和 脂 肪 酸 の 代 謝 分解 様 式 と は異 な り,E.・ ・面 の 場 合 は す べ ての
酸 化 中間 体 の 蓄 積 現 象 と と もに,あ る特定 の構 造(炭 素 数 と水 酸 基 の 位 置 によ り決定 さ れ る)ま
で 分 解 が 進 む とそ れ以 上 分 解 が 進 行 しな い 事実,ま た0α 雇 掘 αで は や は り中 間 体 を 一 時 的 に蓄
積 す るか,分 解 停 止 現象 は み られず,最 終 的 に は培 地 中 に添 加 し咋hydroxy脂 肪 酸 は す べ て 代
謝 分 解 され る事 実 を 確 認 し た。 さ ら に これ らの微 生 物 を 雨 い た』連 のhydroxy脂 肪 酸 の 代 謝 研
究 の 中でhomorlclnoleic(13-hydroxynonadec一 ・甜 一iO-enoic)acidのE.・ ・面 によ る ・
最 終 代 謝 産 物 が,予 想 され た5-hydroxyundec一 ・諏 一2-enoicacid〔A〕 で はな く,2一 ・乞8
体 が 還 元 され た5-hydroxyundecanoicacid〔B〕 で あ った こ と,そ して この還 元 反 応 は二 重
結合 が α,β の 位 置 に 来 た時 に初 め て起 こる ら しい こ と等 が 確 認 され た 。
そ こで筆 者 は,こ のE.・ θ面 のhydroxy脂 肪 酸 分 解 過 程 で 観 察 さ れ た ・討 二 重 結 合 の 還 元 反
応 に 着 目 し,そ の生 理 的 意 義 ・を明 ら か にす る 目的 で 以 下 の 検 討 を 行 った 。
まず 化学 的 に合 成 した 〔A〕 をE.・ ・薦 の 培 地 中 に添 加 す る と時間 の経 過 と と もに 〔B〕 が定量
的 に 蓄積 し,α,β ・ね 二 重 結 合 はE.・ ・面 に よ り速 や か に還 元 さ れ る事 実 を確 認 した 。E.・ ・面
にお いて は還 元 成 績 体 ごB〕 の 構 造 が分 解 停 止 の 条 件 に適合 す るた め 以 後 の酸 化 分 解 を 受 け な い
が,〔A.〕 を0α π面dα の培 地 中 に添 加 した結果,速 や か に 〔A〕 は 〔B〕 に 変換 し,培 養 時 間 の経
過 と共 に 〔B〕 も更 に 代 謝 分解 を受 けて 最 終 的 に は添 加 し た 〔A.〕お よ び還 元 成 績 体 〔B〕 は す べ
て0α 忽 掘 αの培 地 中 よ り 消失 した 。す な わ ち,〔A〕 → 〔B〕 の還 元 反 応 は 〔A〕が0α 認 認 αによ
りβ一 酸 イヒ分 解 を 受 け る た め に必 須 の 反 応 で あ る こ とが 明 らか に な った わ けで あ る。1
脂肪 酸 の β一 酸 化 に伴 な って そ の ・掬 型 二 重 結合 が 還 元 さμ る とい う事 実 は 未 だ に 前 例 を み
な い し,こ こで 確 認 した 飽 和 中 間 体 の 生 成 事 実 は こ れ まで報 告 さ れ て い る如 何 な る機 構 を も って
も説 明 出来 な い 。 そ こで 次 に,こ の 還 元 反 応 を触 媒 す る酵素 の可 溶 化 を試 み,ま た可 溶 化 され た
酵 素 のco-factor要 求 性,基 質 特異 性 な ど の酵 素 化 学 的 検討 を加 え,以 下 の事 実 を 確 認 した 。
D本 還 元 酵 素 活 性 は0α 認 嘱 α菌 体 を 超音 波 処 理 後 の105,000×g遠 沈上清画分 中に検 出され る。
lD還 元 反 応 のdectrondonorと してNADPHを 特 異 的 に 要求 し,NADHはco-factorと
な り得 な い 。
i[D基 質 と して は上 述 〔A.〕のCoAester(freeacidで は基 質 に な らな い)す な わ ち』5-hyd一
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roxyundec一 ・甜 一2-enoylCoAの 他,通 常 の(不)飽 和 脂 肪 酸 の 汐一酸 化 中間 体 で あ るoct-
o加 一2-enoylGoAお よびoct%γ 伽3「2-enoylCoAな ど が有 効 で あ る。
lV)5-hydroxyundec-oε 一2-enoy10ρA,oct-o掬 一2-enoylCoAに 対 す るKm値
は い ず れ も約4.0×1ザ6Mと 小 さ く,生 理 的 に 非 常 に意 味 を もつ 酵 素 と考 え られ る 。
V)本 酵 素反 応 の至 適pHは6～8に か け て非 常 にbroadで あ っ た。
vD-SHinh重bitorに 対.して はか な り高 濃 度 作用 させ て も酵 素 活 性 は保 持 され て お り,本
酵 素 はSHg・ ・upを そ の 活 性 中心 に有 す る,い わ ゆ るSHenzymeで は な さ そ うであ る。
以上 の 知見 よ り,本 酵 素 をNA.DPH-dependent(2一)enoy}GoAreductaseと 仮 称 し,
そ の生 理 的 意 義 と して,不 飽 和 脂 肪 酸 の β一 酸 化 途 上 に生 ず る2一 ・面 体 を一 旦 還 元 して 対 応 す
る飽 和 体 と し,さ ら に次 の β一 酸 化 経 路 へ と導 く役 割 を 持 つ もの で あ ろ う と結 論 し た。
次 に本 酵 索 の よ り詳 細 な物 理 化 学 的性 質 を 明 らか にす る 目的 で酵 素 の精 製を 試 み,そ の 過 程 で
以 下 に示 す 事 実 を 確 認 した 。
VU)0侃 西 面 のcrudeextracts中 に は分 子 量 お よび基 質 親 和性,熱 安 定 性 な どの 点 で 性 状,
性 質 を異 にす る少 くと も2つ のtypeのNADPH一(2一)enoylGoAreductaseが 存 在 し,そ
れぞ れ ゲ ル濾 過 あ る い は イオ ン交 換 樹 脂 カ ラム を用 いて 分 け る こ とが 出 来 る。.
vm)分 子 量 の よ り大 き い酵 素(Type-Lゲ ル濾 過 に よ る推 定 分 子 量 約18α000)は 基 質 と
して 用 い た上 記3種 の』2-enoylGoA.に 対 して高 い親 和 性 を 示 す の に 対 し,分 子 量 の よ り小 さい
酵 素(Type-H,同85,000)は これ ら基質 に対 しType-1酵 素 よ り親 和 性 が 低 い 。
ix)至 適bH,熱 安 定 性 な どの 検討 の結 果,Type-1酵 素 で は 基質 によ る反 応 性 の差 が ほ とん
ど認 め られ な いの に対 し,Type-H酵 素 で は用 い た基 質 の 違 い に よ って反 応性 が左 右 され る事 実
が確 認 され た 。
×)両typeの 酵 素 標 品 は2-enoylOoAば か りで な く,や は り不 飽 和 脂 肪 酸 の β一 酸 化 中 間
体 で あ る ・乞8一お よび ¢γαπ8-3-enoylCoAを も有 効 な基 質 とす る。
こ れ らの 実 験 結 果 か ら,酵 素 の 最 終 的精 製 に は成 功 し て いな い もの の,生 理 的状 態 に おけ る両
typeの 酵 素 の 有 す る意 義 の 違 い が 強 く示 唆 され た 。
さ て,一 般 に動 物 で は飢 餓,高 脂 肪 食投 与 あ るい は糖 尿 病 な どの 解糖 系 代 謝抑 制状 態 で,脂 肪 「
酸 合 成 系 の酵 素 活 性 が著 明 に 随 害 を受 け るの に 対 し,β 一 酸 化 系 の 諸 酵 素 で は そ の 活性 が上 昇 す
るこ とが 知 られて い る 。
そ こで次 に,種 々 の栄 養 状 態 で 生育 した0α 認 認 αの 菌 体 に つ い て,cell当 りの2一 ・`8体 の
還 元 比 活性 お よ び可 溶 化 され たNADPH(2一)enoyl'C、oA.reductaseの 比 活 性 に つ い て検 討
を 加 え た 。 そ の結 果,少 量 の 不 飽 和 脂 肪 酸 を含 む培 地 で 生 育 した菌 体 で は,予 想 通 りceH当 り
の還 元 活性 お よ びNADPH一(2一)enoylGoAreductase(特 にType-1酵 素)活 牲 の著 明 な
一5一
膿 綴 馳 岬 蜘て　 旨蹴 謝騨 関与レている郷
.恥 の知見より"伽 漁 にお ・》ては,不 飽和脂融 のβ酸 燧 上に生ずる・一… 体は(あ1
るいは ・一卵 体 も)NADPH《 ・=)…y・C・A・educ・ 苧se(仮 称)の 岬 で一翠 元され・
、対解 る飽轍 に変えちれてからさら・ζ通常のβ一磁 系に組み込瓢 酸化分解嘩 行する"
とい う全 く新.しい機 構 〔Fig.1-2)〕 が 明・らか に な っ.たわ けで,こ の間 の経 過 につ いて本 論 文 で.
詳細 に論 ず る と と にす るが,最 近 同様 の 作 用 を有 ず る還 元 酵 素 が ラ』ッ ト肝mitochondriaよ り可
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審 査 結 果 の 要 旨
本 論 文 は 脂 質代 謝 め一 環 と して 特 殊 の菌 体 を も ちい て不 飽 和 脂 肪 酸 の β一 酸 化 に関す る特異 的
』な 経 路 を 解 明 した も
の で あ る。
現 在,高 級 不 飽 和 脂 肪 酸 につ いて多 角 的 な 検討 の結 果,ATP依 存 性acylCoAsynthetase
によ って2-6γ απ3二 重 結 合,L(+)一3-hydroxy体 を経 てaρdy豆OoAに 代 謝 さ れ るこ とが 明
らか とな?て い る 。
本研 究 は菌 体 ξ.して ・・ゆ ・・albica・ ・を も ちい ・'不飽 和 脂 肪酸 が2一 ・`・一C・か ら飽 和 一C・
とな り2一 彦γα加 一C8を 経 て,L(+)一3-OH-C8か ら飽 和 一C8と な り2一 ケ απ3-C8を 経 て,
L(+)一3-OH-C8の バ イパ スを通 って 通常 の β一酸 化 過 程 に入 る こ とを 確 認 した 。
しか もこ の過 程 に 関与 す る酵 素 の性 質 を 埠求 し,NADPHを 特 異 的 に要 求 し,至 適pH6ん8で,
SH一 阻 害 剤 に よ って 酵 素 活 性 は 失 わ れ な い こ とな どを 確 認 して,NADPH-dサpendeρt一(2)一 ・
＼
enoylCoAreductaseと 仮 称 し た 。
ま た不 飽 和 脂 肪 酸 か ら3一 ・`3-C12か ら飽 和 一C12と な り,さ ら に2%γ α加 一C12を 経 てL(十)
一3-OH-C1を と な り通 常 の β一酸 化 の プ ロセ スに入 るベ イパ スの存 在 を も確 認 した 。
・しか し この際 に 関与 す る酵 素 が 前 記 の酵 素 と同一 で あ るか ど うか につ いて は明 らか にす る こ と






































以上の如 く,不 飽和脂肪酸代謝に関し,新 たに経路を見出し,さ らにそμに関する醗素を解明
したもので,脂 質代謝の機構に大きく寄与した有意義な研究といえる。
博士論文として価値あるものと認ある。
一?一
